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1 催乳 素 对 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 乳脂 和 乳 和 蛋白 合成 相关 基因 表达 的 影响 
2 Wie PAR BAe ”于 永 强 ERA 
3 (内 蒙古 农业 大 学 动物 科学 学 院 ， 呼 和 浩特 010018) 


4 fi 要 : 本 试验 旨 在 探讨 催乳 素 对 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 乳脂 和 乳 蛋 白 合成 相关 基因 表达 的 影 
国 荷 斯 坦 奶 牛乳 腺 上 皮 细 胞 为 试验 材料 ， 经 纯化 培养 后 ， 培 养 基 中 添加 不 同 浓度 


L 


5 i. we ERY 


6 WILKI ORE. 100, 300, 500 和 1 000 ng/mL], 继续 培养 24 ho REY FH JE B) UA EMTT) 


7 ” 比 色 法 检测 细胞 活力 ， 利 用 试剂 鲍 检 测 胞 内 甘油 三 酯 的 含量 ， 采 用 实时 定量 PCR 法 检测 乳 


8 ” 脂 和 乳 和 蛋白 合 成 相关 基因 的 表达 。 结 果 表 明 : 1) 催乳 素 浓度 为 100、300 ng/mL 时 ,BMECs 


9 ”相对 增殖 率 显 著 高 于 对 照 组 与 其 他 试验 组 (P<0.05)。2) 与 对 照 组 相 比 ，300 ng/mL 催乳 素 能 


10 ” 够 显著 提高 BMECs 乙酰 辅酶 A 羧 化 酶 (4CC)、 二 酰 甘 油 酰 基 转 移 酶 (DG4 刀 、 脂 肪 酸 结合 


11 Á 3( 克 BP3) 基 因 表 达 量 及 甘油 三 酯 的 含量 (P<0.05)， 硬 脂 酰 辅酶 A 去 饱和 酶 (SCD)、 过 氧化 


12 ” 物 酶 体 增殖 物 激活 受 体 Y(PP4RG)) 基 因 表 达 量 有 增加 的 趋势 。3) 与 对 照 组 相 比 ，100、300 


13 ng/mL 催乳 素 能 够 显著 提高 哺乳 动物 雷 帕 霉 素 革 和 蛋白 (mTOR)、 信 号 转 导 和 转录 激活 因子 


14 ”5(STAT5)、 众 乳 素 受 体 (PRLR) 基 因 表 达 量 (P<0.05); 300 ng/mL 催乳 素 能 显著 提高 asl BER 


15 ” 白 (CSN1S1) 基 因 表 达 量 (P<0.05)。 综 上 所 述 ，100~300 ng/mL 的 催乳 素 对 BMECs 乳脂 和 乳 蛋 
16 — 白 合 成 有 较 好 的 促进 效果 。 
17 ”关键 词 :奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 ， 催 乳 素 ; 细胞 活力 ;， 甘 油 三 酯 ， 乳脂 乳 蛋白 合成 相关 基因 


18 ”中 图 分 类 号 :S826 


19 催乳 素 (prolactin,.PRL) 是 一 种 多 肽 类 激素 ， 与 其 受 体 结 合 后 引发 催乳 素 介 导 的 细胞 信和 号 


20 ， 转 导 通 路 ， 从 而 促进 乳腺 发 育 ， 发 动 并 维持 泌乳 及 促进 乳脂 和 乳 和 蛋白 合成 分 泌 等 功能 上。 


21 ”关于 催乳 素 对 泌乳 性 能 的 研究 前 人 已 经 取得 了 一 定 的 成 果 。 体内 研究 表明 , 催乳 素 对 单 胃 动 
22 ” 物 和 反刍 动物 都 可 以 刺激 乳腺 发 育 和 促进 泌乳 。Wall 等 外 连续 3 周 给 牛 注射 少量 众 乳 素 (1 


23 ughkg, 2 次 /d) 发 现 产 奶 量 增 加 ; Plaut 等 外 发 现 催乳 素 能 够 增加 乳 成 分 中 B- 乳 球 和 蛋白 的 含量 ; 


BEL 


HE 
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25 RX PRLR 基因 ， 乳 腺 发 育 停 止 。 催 乳 素 基因 人 缺陷 导致 产 奶 量 持续 降低 ，48 h 内 乳腺 泌乳 细 
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26 ” 胞 数目 减少 20% 到 25%[1。 小 乳 期 间 ， 用 省 麦角 环 肽 使 催乳 素 缺 失 也 能 迅速 诱 使 DNA 梯 型 
27 “和 细胞 调 亡 ， 甚 至 使 泌乳 停滞 由，Ben-Jonathan 等 四 的 研究 指出 ， 催 乳 素 可 以 促进 哺乳 动物 
28 ” 乳 蛋 白 的 合成 ,也 可 以 增加 乳脂 和 乳糖 的 合成 。 体 外 研究 表明 ， 众 乳 素 与 胰岛 素 、 生 长 激素 
29 样 直接 影响 细胞 的 增殖 和 激素 分 泌 的 作用 ， 且 这 种 作用 与 浓度 有 关 & 0。BMECSs 利用 营 
30 ” 养 物 质 合成 乳脂 和 乳 蛋 白 的 过 程 , 不 论 是 在 基因 转录 阶段 还 是 蛋白 质 翻 译 阶 段 ， 催 乳 素 的 调 
31 ” 控 作 用 都 是 非常 重要 的 。 在 泌乳 过 程 中 , 众 乳 素 可 以 刺激 一 些 氨 基 酸 的 吸收 ， 用 于 乳 蛋 白 的 
32 ”合成 0， 催 乳 素 与 乳腺 分 泌 细 胞 膜 上 的 相应 受 体 结 合 ， 刺 激 乳 蛋白 《尤其 是 酷 重 白 ) 和 酶 
33 ”《〔 如 乳糖 合成 酶 ) mRNA 产生 ,加速 葡 萄 糖 的 转运 ,促进 乳 糖 及 乳脂 的 合成 03。 研究 证 实 ， 


34 ”在 BMECs 的 培养 基 中 添加 催乳 素 ， 可 以 促使 花生 四 稀 酸 短暂 而 快速 地 释放 ， 而 花生 四 稀 酸 
> 35 A DARREL A) HD. HEFLA SERA. RRR. BREA UBAKASY, CNZA 
e 36 “许多 交叉 活性 。 有 研究 报道 , 用 催乳 素 刺激 培养 的 泌乳 期 奶牛 乳腺 组 织 ， 瘦 素 基 因 表达 量 增 
= 37 We A HEFL RTE FIN ae FT EIR, BOA ESL RUBS HEA AA), JEH 
= 38 EFL AR DTA] ON SRSA PBR, REE SL TH RTL AS AE AE: BZ A HD aS TR 


~N 39 ” 率 可 以 促进 乳 和 蛋白 的 合成 [下 。 在 乳脂 合成 的 过 程 中 ， 过 氧化 物 酶 体 增殖 物 激活 受 体 y 


40 (PPARGy) 和 固 醇 调节 元 件 结合 蛋白 1 (SREBP1) 在 细胞 调控 因子 通路 中 处 于 枢纽 位 置 ， 


41 “可 以 通过 结合 脂肪 酸 结合 和 蛋白 3UABP3). HERRERA ER 4(FABP4)、 硬 脂 酰 辅酶 A 去 饱和 


42 ” 酶 (SCD) 和 胰岛 素 诱导 基因 1 GNSIGI) 等 靶 基 因 ， 影 响 脂肪 酸 的 摄取 、 转 运 、 从 头 合成 和 


S43 酯 化 过 程 0。 
O Aa 目前 我 国 奶牛 的 良种 率 已 达到 95% 以 上 ， 但 乳 中 乳脂 、 乳 蛋白 含量 均 低 于 发 达 国家 ， 


45 ”未 能 发 挥 奶牛 应 有 的 遗传 潜力 ， 乳 营养 品质 低下 已 成 为 制约 我 国 奶 业 持续 健康 发 展 的 瓶颈 
46 ” 09。 为 了 探讨 催乳 素 对 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 (bovine mammary epithelial cells,BMECSs) 乳 脂 和 乳 


47 ”和 蛋白 的 影响 ， 本 研究 以 BMECs 为 模型 ， 研 究 不 同 浓度 催乳 素 对 BMECs 活力 和 胞 内 甘油 三 


48 ” 酯 (triglyceride,TAG) 含 量 的 影响 ， 以 及 对 乳脂 和 乳 和 蛋白 信 号 通路 中 相关 基因 表达 的 影响 ， 旨 


49 ”在 为 调控 乳脂 和 乳 和 蛋白 合成 提供 理论 依据 。 

50 1 材料 与 方法 

51 11 材料 

52 DMEMVF12、 胎 牛 血 清 、 氢 化 可 的 松 、 胰 岛 素 转 铁 和 蛋白 溶液 均 购 自 Gibco Am], RAE 
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长 因子 、 催 乳 素 、 胶 原 酶 I、 青 霉 素 、 链 霉 素 、 胰 和 蛋白酶 / 乙 二 胺 四 乙酸 (EDTA), DOSES 


FE th (thiazoly blue tetrazolium bramide,MTT)、 二 甲 基 亚 砚 均 购 自 Sigma 公司 ， 磷 酸 盐 缓冲 


液 (PBS) (HyClone)、 总 RNA 提取 试剂 合 RNA isoplus、 反 转录 PCR vtl £z Prime script™ RT 


reagent kit、 实 时 定量 PCR (RT-qPCR) 试剂 盒 均 购 自 TaKaRa 公司 。 


1.2 试验 设计 


采用 单 因子 完全 随机 试验 设计 。 选 取 健 康 的 中 国 荷 斯 坦 奶牛 的 乳 脲 上皮 细 胞 进行 体外 培 


养 


` 


经 纯化 后 ， 收 集 第 2 代 的 乳腺 上 皮 细 胞 ， 置 于 37°C 5% CO 的 恒温 培养 箱 中 培养 至 


胞 长 满 60%~70% 时 ， 先 用 无 血清 无 激素 含 


有 50 U/mL 青霉素 和 50ug/ml GEAR A 1 ng/mL 


两 性 霉 素 B 的 DMEM/F12 培养 基 过 渡 16 h 以 上 (饥饿 处 理 )， 然 后 添加 含有 不 同 众 乳 素 浓 度 


[0( 对 照 )、100、300、500 和 1 000 ng/mL] 的 诱导 培养 基 ， 诱 导 培 养 基 为 添加 2 mmol/L 谷 氨 


酰胺 、1 ng/mL 氧化 可 得 松 及 5 u g/mL 胰岛 素 转 铁 蛋 白 溶液 的 DMEM/F12 培养 基 。 培养 24 


h 后 收集 细胞 ， 提 取 总 RNA， 测 定 浓度 ， 制 备 RT-qPCR 反应 液 ， 应 用 RT-qPCR 方法 ， 检 测 


乳脂 合成 相关 基因 [乙酰 辅酶 A 法 化 酶 (4CC)、 脂 肪 酸 合成 酶 (FASN)、 二 醚 甘油 酰基 转移 酶 


(DGA7T)、SCD]、 乳 脂 合 成 相关 转运 调控 因子 [FABP3、PP4RGy、 固 醇 调 节 原 件 结 合 蛋 


1(SREBP-1)]、 乳 蛋白 合成 相关 基因 [aS1 栈 


ff 


蛋白 (CSN1S1)、k- 栈 蛋白 (CSN3)]、 信 号 通路 相关 


基因 [哺乳 动物 雷 怕 霉 素 靶 蛋白 (xz7OR)、 信 号 转 导 和 转录 激活 因子 5(STAT5)、 真 核 起 始 因 子 


AE 结合 蛋白 1(4EBP1)、 核 糖 体 和 蛋白 S6 激 酶 1(S6K1)、 蛋 白 激酶 B(AKT)] 及 催乳 素 受 体 (PRLR) 


的 表达 ， 各 基因 表达 量 用 24 ^ 9 值 表示 71。 


1.3 测定 指标 与 方法 


1.3.1 乳腺 上 皮 细 胞 培养 的 获取 与 纯化 


选取 处 于 泌乳 高 峰 期 体 况 良 好 的 荷 斯 坦 奶 牛 进行 试验 , 从 奶牛 乳腺 组 织 取样 , BSR 
丰富 的 乳腺 组 织 约 50 g， 利 用 胶原 酶 开 消 化 法 获得 原 代 乳腺 上 皮 细 胞 。 待 原 代 细胞 长 满 培 养 


瓶 底 的 80% 左 右 时 ， 利 用 乳腺 上 皮 细 胞 和 
乳腺 上 皮 细 胞 并 传代 。 传 至 第 1 代 冻 存 备 月 
1.3.2 BMECs 细胞 活力 的 检测 


成 纤维 上 皮 细 胞 对 胰 和 蛋白 酶 的 敏感 度 不 同 来 纯化 
Jj. 


利用 MTT 2:55:30 FL B. E. Rz AH HL ATG 7J « 按照 1x104 个 /和 孔 的 密度 将 细胞 悬浮 液 接种 于 96 


孔 培养 板 中 ， 置 于 培养 箱 中 培养 ， 待 细胞 生长 至 80% 左 右 时 ， 进 行 饥饿 处 理 16 h， 之 后 分 


Hn 


ITI 
[| J 


J 


80 ” 别 添加 含 不 同 浓度 催乳 素 的 DMEM/F12 诱导 培养 基 ， 置 于 37 'C. 5% COS 培养 箱 中 继续 培 


81 ” 养 24h， 试 验 每 组 均 设 5 个 重复 ， 每 个 培养 孔 为 1 个 重复 ， 在 培养 结束 前 4h， 各 培养 孔 加 


82 AMTT mg/mL)20 uL; 4h 后 ， 弃 上 清 液 ， 每 孔 加 入 二 甲 基 亚 枫 (DMSO)100 unL， 振 荡 


83 ”10 min， 用 全 自动 酶 标 仪 检测 各 孔 490 nm 波长 下 的 吸光 度 值 (OD)。 


84 细胞 相对 增殖 率 (relative growth rate，RGR)= 试 验 组 OD490 am 对照 组 OD490 nmo 


85 1.3.3 BMECs 内 TAG 含量 的 测定 


JN 


86 将 第 2 代 的 BMECs 用 胰 和 蛋白 酶 /EDTA 消化 后 , 以 8x105 个 / 瓶 的 密度 接种 于 最 大 生 必 


H 


87 R75 cm? 的 培养 瓶 中 ， 待 细胞 生长 至 培养 瓶 底 80% 时 ， 进 行 饥 饿 处 理 ，16 h RISING AE 


88 ” 乳 素 的 诱导 培养 液 继续 培养 24 h, 利 用 胰 和 蛋白 酶 /EDTA 消化 细胞 ,用 TAG 试剂 盒 测 定 BMECs 


TAG 的 含量 。 试 验 每 组 设 3 个 重复 ， 每 个 培养 瓶 为 1 个 重复 。 


89 


e 90 1.34 BMECSs 中 乳脂 和 乳 蛋 白 合成 相关 基因 的 表达 量 的 测定 


91 将 第 2 代 细 胞 悬浮 液 接种 于 75 em? EXER P, 每 瓶 10 mL 含有 8x105 个 细胞 , 置 于 37 °C, 


92 596 CO 恒温 培养 箱 中 培养 ， 待 细胞 生长 至 80% 汇 合 后 ， 先 用 无 血清 无 激素 含有 青 - 链 霉 素 和 


93 MERA B 的 培养 基 过 渡 16 h, 然 后 分 别 添加 含 不 同 浓度 催乳 素 的 DMEM/F12 诱导 培养 基 ， 


© 94 AF 37 C、5% CO, 培 养 箱 中 继续 培养 24 h， 使 用 胰 蛋 白 酶 /EDTA 消化 细胞 ， 将 细胞 悬 液 


95  128Xg 离心 10 min， 弃 去 上 清 液 ， 用 PBS 清洗 ， 细 胞 总 RNA 的 提取 采用 试剂 盒 按 说 明 书 


~~ 96 ”进行 ， 用 分 光 光 度 计 测定 提取 的 总 RNA 的 浓度 及 OD260 nm/OD28g0 am， 反 转录 PCR 按照 试剂 


97 ”使 说 明 进行 操作 。 本 试验 以 甘油 醛 -3- 磷 酸 脱 氧 酶 (GAPDH) 为 内 参 基因 ， 引 物 序列 及 参数 


98 ” 见 表 1。 试 验 每 组 设 3 个 重复 ， 每 个 培养 瓶 为 1 个 重复 。 


99 表 1 引物 序列 及 参数 

100 Table 1 Primer sequences and parameters 
基因 Genes 序列 Sequences Conia 

GenBank accession No. 

甘油 醛 脱氧 酶 F: 5' -GTTTGTGATGGGCGTGAAC-3' XM-001034034.1 
GAPDH R: 5' -CAGTCTICTGGGTGGCAGTGAT-3' 
aS! Aga A F:5' -TTCCCTCTTTCATACTGTGAAGTCGT-3' NM, 181029.2 
CSN1S1 R: 5’ -GGCTATGGCTCCTAAGCACA-3' 
k- 酷 蛋白 F: 5' -CCAGCTGCAGTTAGGTCAC-3' NM. 174294. 
CSN3 R: 5’ -GGTGGAATGGCCATAAATGAT-3' 
T8 3,242) E ER RR A F: 5' -TGTGGAGTTTGAGGTGAAGC-3' XM. 002694043.1 


mTOR R: 5' -ATTATCAAAGAAGGGCTGCAC-3' 


101 


102 


103 


104 


105 


106 


107 


108 


109 


110 


111 


信号 转 导 和 转录 激活 因子 5 


STATS 
和 蛋白 激酶 B AKT 


真 核 起 始 因子 AE 结合 蛋白 1 


4EBP1 


核糖 体 蛋 白 SO 激酶 1 


ju 


F: 5' -TGTGGAGTTTGAGGTGAAGC-3' 
R: 5' -ATTATCAAAGAAGGGCTGCAC-3' 
F: 5' -CCTGCTCTCTGGGCTACTCAA-3' 
R: 5' -CACGATGCTGGCGAAGAA-3' 
F: 5' -GAACTCACCTGTGACCAAGA-3' 
R: 5' -CTCAAACTGTGACTCTTCACC-3’ 
F: 5' -ATGAAAGCATGGACCATGGG-3' 


S6K1 R: 5’ -CCGGTATTTGCTCCTGTTAC-3’ 
乙酰 辅酶 A 羧 化 酶 F: 5’ -GTTTGTGATGGGCGTGAACC-3' 
ACC R: 5’ -CAGTCTTCTGGGTGGCAGTGAT-3’ 


前 肪 酸 合成 酶 


二 酰 甘油 酰基 转移 酶 DGAT 


[Ua 


EA 


脂肪 酸 结合 蛋白 
FABP3 


过 氧化 物 酶 体 增殖 物 激活 受 体 y 


PPARGy 

E] RE Uds Jes fF 
SREBP-1 
能 乳 素 受 体 
PRLR 


L4 数据 统计 


饱和 酶 SCD 


F: 5’ -GTTTGTGATGGGCGTGAACC-3' 
R: 5' -CAGTCTTCTGGGTGGCAGTGAT-3’ 
F: 5' -CATGAAGACCCTCATAGCCG-3’ 
R:: 5' -ACCAGCCAGGTGAAGTAGAGC-3’ 
F: 5' -TCCTGTTGTTGTGCTTCATCC-3’ 
R: 5’ -GGCATAACGGAATAAGGTGGC-3’ 


3 F: 5' -GAACTCGACTCCCAGCTTGAA-3' 


R: 5' -AAGCCTACCACAATCATCGAAG-3' 
F: 5' - ATGTCTCATAATGCCATCAGGTT-3’ 
R: 5' -GATAACAAACGGTGATTTGTCTGTC-3’ 
F:5' -CGCTCTICCATCAATGACAA-3' 
R:5' -TTCAGCGATTTGCTTTTGTG-3' 
F: 5' -GATGACTGTGAGGACCAGCA-3' 
R: 5' -AAGGCCATGTGGAAGATTTG-3' 


结合 蛋白 1 


试验 数据 采 


定量 分 析 。 利 


表示 差异 显著 。 
2 结 R 
2.1 催乳 素 对 BMECs 增殖 的 影响 


他 各 组 


1 000 ng/mL 催乳 素 组 与 对 照 组 无 显著 差异 CP»0.05). 


项 目 Item 


X2 EURIE IREZ 


胞 相对 增殖 率 的 影响 


Table2 Effects of prolactin on RGR of bovine mammary epithelial cells 


催乳 素 Prolactin/ (ng/mL) 


NM_001012673 


NM_005163 


BC120290.1 


NM.-205816.1 


NM_174224 


NM_001012699 


NM_205793 


AY241993 


DN518905 


NM 181024 


NM. 001113302 


NM 174155 


] Excel 2007 进行 计算 和 整理 ，RT-qPCR 试验 结果 采用 2 ^^ct 法 进行 相对 


] SAS 9.0 软件 的 one-way ANOVA 程序 对 数据 进行 单 因素 方差 分 析 ，P<0.05 


催乳 素 对 BMECSs RGR 的 影响 见 表 2。100 和 300 ng/mL 催乳 素 组 RGR 显著 高 于 对 于 其 


(P<0.05), 500 ng/mL 催乳 素 组 显著 高 于 对 照 组 和 1 000 ng/mL 催乳 素 组 (P<0.05)， 


(n=5 ) 


0 100 300 500 


1 000 


112 


113 


114 


115 


116 


117 


118 


119 


120 


121 


122 


123 


124 


125 


126 


127 


128 


129 


130 


131 


132 


133 


134 


135 


相对 增殖 率 


1.00+0.02° 1.16+0.04* 1.15+0.02* 1.11+0.06° 0.93+0.01° 
RGR 


司 行 数据 肩 标 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P«0.05D ， 相 同 或 无 小 写字 母 表示 差异 不 显著 (P>0.05) 。 


下 表 同 。 
Values in the same row with different small letter superscripts mean significant difference (P«0.05), while 


with the same or no small letter superscripts mean no significant difference (P>0.05). The same as below. 


22 ”催乳 素 对 BMECs 乳脂 合成 的 影响 


催乳 素 对 BMECs 内 TAG 含量 的 影响 见 表 3.100 和 500 ng/mL 催乳 素 能 够 促进 BMECs 


内 TAG 合成 ， 但 影响 不 显著 (P»0.05); 300 ng/mL 催乳 素 组 与 对 照 组 相 比 显 著 提 高 了 TAG 


含量 (P<0.05); 1000 ng/mL 众 乳 素 组 TAG 含量 显著 低 于 对 照 组 CP<0.05 )。 


表 3 催乳 素 对 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 内 甘油 三 酯 含量 的 影响 


Table 3 Effects of prolactin on TAG content of bovine mammary epithelial cells (n=3) 


催乳 素 Prolactin/ (ng/mL) 
0 100 300 500 1 000 


项 目 Item 


甘油 三 酯 TAG 0.019+0.001° 0.020+0.001° 0.036+0.003* 0.021+0.002° 0.015+0.001° 


2.3 催乳 素 对 BMECs 乳脂 合成 相关 基因 表达 的 影响 
催乳 素 对 BMECS 乳脂 合成 相关 基因 表达 的 影响 见 表 4。 与 对 照 组 相 比 ， 催 乳 素 组 ACC 


i 


因 表 达 量 升 高 ， 其 中 300 和 500 ng/mL 催乳 素 组 显著 高 于 对 照 组 CP<0.05); 100 ng/mL f 


乳 素 组 FASN 基因 表达 量 显著 高 于 对 照 组 〈P<0.05)，300 和 500 ng/mL FASN 基因 表达 量 高 


于 对 照 组 ， 但 差异 不 显著 CP>0.05); 催乳 素 组 SCD 基因 表达 量 随 催乳 素 浓 度 的 增加 呈 先 增 


加 后 下 降 趋 势 ，300 ng/mL 催乳 素 组 高 于 对 照 组 ， 随 后 降低 ，500 和 1 000 ng/mL 催乳 素 组 


显著 低 于 对 照 组 (P<0.05); 对 于 DGAT 基因 的 表达 量 而 言 ， 各 催乳 素 组 均 高 于 对 照 组 ， 其 


中 300 ng/mL 显著 高 于 对 照 组 CP<0.05); 与 对 照 组 相 比 , 添加 100, 300, 500 与 1 000 ng/mL 


催乳 素 提高 了 SREBP-1 的 基因 表达 量 ， 但 统计 分 析 差 异 不 显著 CP>0.05); 300 ng/mL 催乳 


素 组 PP4RGy 的 基因 表达 量 高 于 100、500 和 1 000 ng/mL 催乳 素 组 〈P<0.05)， 与 对 照 组 无 


显著 差异 CP>0.05)，500 和 1 000 ng/mL 催乳 素 组 显著 低 于 对 照 组 CP<0.05); 300 ng/mL 众 


乳 素 组 FABP3 基因 表达 量 显著 高 于 对 照 组 及 其 催乳 素 组 (P<0.05 )。 


表 4 催乳 素 对 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 乳脂 合成 相关 基因 表达 的 影响 


Table 4 Effects of prolactin on expressions of genes involved in milk fat synthesis in BMECs (n=3) 


催乳 素 Prolactin/ (ng/mL) 
项 目 Items 
0 100 300 500 1 000 
乙酰 辅酶 A 羧 化 酶 ACC 1.00+0.12° 1.06+0.21° 2.040.132 1.7520.57^ 1.120.195 
脂肪 酸 合成 酶 FASN 1.00+0.03" 1.36+0.21a 1.20+0.272 1.25+0.212 0.70+0.12° 
硬 脂 酰 辅酶 A 去 饱和 酶 SCD 1.00+0.02a 0.90+0.24* 1.20+0.05* 0.65+0.17° 0.43+0.06" 
二 酰 甘油 酰基 转移 酶 DGAT 1.00+0.03° 1.24+0.12* 1.5940.18" 1.3940.3% 1.06+0.30° 
辐 醇 调节 原件 结合 蛋白 1 SREBP-1 1.00+0.09 1.36+0.18 1.15+0.33 1.32+0.16 1.26+0.24 
过 氧化 物 酶 体 增 殖 物 激活 受 体 Y PPARGy  1.00+0.08% 0.94+0.17° 1.2040.13^ 0.63+0.13° 0.48+0.12°¢ 
脂肪 酸 结合 蛋白 3 FABP3 1.00+0.22° 1.02+0.03° 1.41+0.28" 0.87+0.18° 0.77+0.09° 
136 24 催乳 素 对 BMECs 乳 和 蛋白 合成 相关 基因 表达 的 影响 
137 催乳 素 对 BMECs 乳 蛋 白 合 成 相关 基因 表达 的 影响 见 表 5。 随 着 催乳 素 浓度 的 增加 ， 
138 mTOR 基因 表达 量 先 增加 随后 降低 ，100、300 和 500 ng/mL 催乳 素 组 显著 高 于 与 对 照 组 
139 (P<0.05); 100 ng/mL 催乳 素 组 4EBP1 和 S6K1 基因 表达 量 显 著 高 于 对 照 组 CP«0.050, m 
140 300, 500 和 1 000 ng/mL 催乳 素 组 显著 低 于 对 照 组 〈P<0.05)， 且 随 着 浓度 的 增加 表达 量 呈 
141 FA; 100. 300 和 500 ng/mL 催乳 素 组 STATS 基因 表达 量 高 于 对 照 组 ，1 000 ng/mL 催 
142 乳 素 组 低 于 对 照 组 ， 但 统计 分 析 差 异 均 不 显著 (P>0.05);， 各 催乳 素 组 AKT 基因 表达 量 无 显 
143 225% (P>0.05); 300 ng/mL 催乳 素 组 CSN1S1 基因 表达 量 显著 高 于 对 照 组 与 其 他 试验 组 
144 (P<0.05), 100 ng/mL 催乳 素 组 显著 低 于 对 照 组 CP<0.05); 300 ng/mL 催乳 素 组 CSN3 基因 
145 ”表达 量 高 于 其 他 各 组 ， 但 统计 分 析 差 异 不 显著 (P>0.05); 100 和 300 ng/mL 催乳 素 组 PRLR 
146 ”基因 表达 量 显 著 高 于 对 照 组 (P<0.05)， 而 500 和 1 000 ng/mL 催乳 素 组 显著 低 于 对 照 组 
147 (P<0.05 ) 。 
148 表 5 催乳 素 对 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 乳 和 蛋白 合成 相关 基因 表达 的 影响 
149 Table 5 Effects of prolactin on expressions of genes involved in milk protein synthesis in BMECs (n=3) 
催乳 素 Prolactin/ (ng/mL) 
In A Items 
0 100 300 500 1 000 
真 核 起 始 因子 4E 结合 蛋白 1 4EBP1 1.00+0.04? 1.62+0.08a 0.83::0.03* 0.32+0.064 0.36+0.104 
核糖 体 蛋白 S6 激酶 1 S6KI 1.00+0.05° 1.33+0.07" 0.77+0.12° 0.36+0.114 0.32+0.054 
188 FL 20) Fa WH Ae HE A mTOR 1.00+0.12° 2.21+0.43* 1.94+0.60* 1.8440.37* 1.0740.027° 
信号 转 导 和 转录 激活 因子 5 STATS 1.00+0.33* 1.29+0.16" 1.19+0.04# 1.09+0.30* 0.70+0.13% 
蛋白 激酶 B AKT 1.00+0.16 1.25+0.32 1.1740.26 1.06+0.26 0.67+0.14 
aSl 酪 蛋白 CSNISI 1.00+0.07° 0.48+40.23° 1.27+0.14a 0.78+0.24pe 0.74+0.11 
k- 酷 蛋白 CSN3 1.00+0.13 0.95+0.08 1.2340.38 1.04+0.17 0.84+0.19 
催乳 素 受 体 PRLR 1.00+0.20° 1.93+0.17" 2.08+0.23" 0.42+0.04° 0.43+0.22° 
150 3 i ie 
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151 34 催乳 素 对 BMECs 增殖 的 影响 
152 在 反刍 动物 乳腺 上 皮 细 胞 培养 中 ， 催 乳 素 具有 维持 乳腺 细胞 数量 及 分 化 状态 的 作用 081。 
153 ”本 试验 研究 结果 表明 ， 低 浓度 (100~500 ng/mL) 众 乳 素 能 够 促进 BMECs 的 增殖 ， 而 高 浓度 (1 


154 000 ng/mL)f£ YLz&* BMECS 增殖 产生 抑制 效应 。 有 研究 表明 ,长 期 处 于 高 浓度 激素 环境 下 对 
L 腺 上 皮 细 胞 有 损伤 9, 由 于 催乳 素 的 浓度 过 大 造成 乳腺 上 皮 细 胞 众 乳 素 反 应 性 降低 , PRLR 


156 ”基因 表达 量 减少 ， 进 而 使 催乳 素 作用 减弱 。 田 青 等 8% 研究 表明 ， 催 乳 素 能 显著 促进 BMECs 


155 


Ne 


157 ”增殖 ， 在 48 h 之 前 ，50 ng/mL 的 催乳 素 很 能 起 到 好 的 促 细 胞 增殖 效果 ， 随 着 培养 时 间 的 延 


158 长， 需要 催乳 素 的 浓度 为 500 ng/mL。 本 研究 得 出 ， 催 乳 素 浓度 为 100~500 ng/mL 范围 内 ， 


159 — BMECs 的 RGR 较 高 ， 而 更 高 剂量 的 众 乳 素 会 抑制 BMECs 的 增殖 活性 ， 这 与 前 人 研究 结 


S 160 48-3. STATS 5 AKT 介 导 的 信号 通路 有 维持 细胞 生长 并 促进 细胞 免 受 不 同 细胞 凋 亡 因子 
161 ”影响 的 作用 。 从 STATS 与 AKT 的 基因 表达 量 可 看 出 ，100~500 ng/mL 催乳 素 组 高 于 对 照 组 ， 


162 ”1 000 ng/mL 催乳 素 组 则 低 于 对 照 组 ， 这 与 细胞 活力 检测 结果 相 一 致 。 


— 163 3.2 催乳 素 对 乳脂 合成 相关 基因 表达 及 TAG 合成 的 影响 


MEET 乳品 质 的 形成 与 饲 粮 营养 水 平 与 组 成 息息相关 , 是 多 基因 共同 作用 的 结果 。 乳汁 中 的 栈 


165 ”和 蛋白 、B- 乳 球 蛋 白 、o- 乳 清和 蛋白 、 几 乎 所 有 的 短 链 和 中 链 脂肪 酸 都 由 乳腺 上 皮 细 胞 合成 211， 
166 ”而 乳腺 上 皮 细 胞 的 增殖 、 分 化 与 泌乳 功能 主要 受 催乳 素 、 糖 皮质 激素 和 胰岛 素 等 多 种 激素 的 


167 W. Ma 等 2 通过 转 染 技术 使 MAC-T 细胞 低 表 达 SREBP-1 基因 , 研究 了 SREBP-1 基因 对 


168 ”脂肪 酸 合成 过 程 中 关键 酶 的 影响 , 结果 表明 , SREBP-1 基因 的 低 表 达 会 降低 脂肪 酸 的 摄取 和 


i 169 ”从 头 合成 过 程 ; 抑制 SREBP-1 基因 的 表达 会 导致 脂 肪 酸 代谢 相关 基因 ACC、FASN、FABP3、 


170 SCD 的 表达 量 降 低 .PP4RGy 有 可 能 是 SREBP-1 活性 在 乳腺 组 织 中 的 调节 因子 [231。 Kadegowd 


171 ”等 的 研究 了 PPARGy 基因 对 奶牛 乳脂 合成 的 调节 作用 ， 使 用 PPARGY 激动 剂 Rosiglitazone 


172 后， 脂肪酸 摄取 基因 (CD36)、 脂 肪 酸 内 源 合 成 基因 (4CC、FASN、SREBP-1) 和 TAG 合成 基 


173 ” 因 ($SCD) 均 表达 上 调 , 这 表明 PPARGy 与 SREBP-1 在 脂肪 合成 细胞 调控 因子 通路 中 处 于 枢纽 


174 ”位 置 ， 可 以 通过 结合 其 对 基因 ， 影 响 脂 肪 酸 的 合成 。 本 试验 结果 表明 ，300 ng/mL 催乳 素 组 


175 SREBP-1 和 PPARGy 基因 表达 量 高 于 对 照 组 ， 由 乳脂 合成 相关 基因 的 表达 量 可 以 看 出 ， 


176 | SREBP-1 和 PP4RGy 基因 的 表达 量 升 高 会 促进 脂肪 酸 代 谢 相 关 基 因 ACC、FABP3、DGAT 的 


177 ”表达 ， 这 与 前 人 研究 结果 相 一 致 ， 也 与 本 试验 300 ng/mL 催乳 素 显著 促进 BMECs 内 TAG 


HAFIJ 
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178 ”合成 的 试验 结果 相 一 致 。 


179 ACC 和 FASN 是 乳脂 合成 的 关键 调节 酶 ， 孙 晓 静 2 研究 发 现 ，400 ng/mL 催乳 素 显 著 促 


180 — XE ACC 5 FASN 的 表达 。 本 试验 研究 表明 ,催乳 素 在 100~500 ng/mL 范围 内 促进 4CC 与 FASN 


181 ”的 基因 表达 量 ， 这 与 前 人 研究 结果 一 致 。SCD 是 催化 饱和 脂肪 酸 合 成 单 不 饮 和 脂肪 酸 的 限 
182 IME, FABP3 在 奶牛 乳腺 组 织 中 一 个 很 重要 的 作用 是 为 SCD 提供 脂肪 酸 P3，PDC47 可 能 是 


183 TAG 合成 的 惟一 限 速 酶 ，SCD 对 于 中 链 和 长 链 脂 肪 酸 (C10~C16) 的 作用 更 加 明显 ， 而 DGAT 


184 ”对 长 链 脂肪 酸 ( 宇 C18) 的 作用 更 加 明显 ?91, 而 这 些 脂肪 酸 成 为 包括 TAG 合成 在 内 的 其 他 酶 的 
185 ”反应 底 物 。Bionaz 等 鸣 在 对 奶牛 乳腺 乳脂 合成 相关 的 基因 进行 定量 分 析 后 , 发 现 SCD mRNA 


186 ”的 丰 度 是 所 有 检测 基因 中 最 高 的 ， 而 且 高 丰 度 的 SCD mRNA 与 其 他 脂肪 合成 基因 ， 如 与 


187 ACC. FASN 表达 量变 化 趋势 一 致 。 本 试验 结果 与 前 人 研究 相符 ，300 ng/mL 催乳 素 组 ACC, 


188 FASN, SCD, DGAT, FABP3 基因 表达 量 均 提高 。Shao 等 2 研究 表明 ， 催 乳 素 显著 增加 了 


189 ”乳腺 组 织 中 o- 乳 清 蛋白 入 - 酷 蛋 白 的 基因 表达 量 , 并 且 极 显著 提高 了 SREBP-1. FASN. ACC 


二 190 FAL SCD 的 基因 表达 量 。 本 研究 得 出 ，100-300 ng/mL. 催乳 素 促进 了 乳脂 合成 相关 基因 的 
N 9 达 ， 而 浓度 过 大 反而 抑制 上 述 基因 的 表达 。 结 果 提示 ， 催 乳 素 能 够 通过 调控 以 PPARGy 与 
= 192 SREBP-1 为 核心 的 乳脂 合成 相关 的 信号 通路 , 调控 脂肪 酸 合成 关键 酶 及 相关 基因 的 表达 , 进 
具有 剂量 依赖 效应 


193 而 影响 TAG 的 分 泌 与 脂肪 的 合成 ， 这 种 调节 作 


Si 


三 194 33 供 乳 素 对 乳 蛋 白 合成 相关 基因 表达 的 影响 
:三 ges 乳 蛋 白 的 产 出 并 不 只 依赖 于 氨基 酸 的 供给 和 乳腺 对 氨基 酸 的 摄取 , 同样 依赖 于 内 分 泌 激 
O 196 。 素 。 当 前， 人 们 关注 的 重点 是 在 基因 转录 水 平 上 Jans 激酶 AK) /信号 转 导 和 转录 激活 因 


197 F (STAT) 信号 转 导 途径 和 蛋白质 翻译 水 平 上 mTOR 信号 转 导 途径 对 乳 蛋 白 合成 的 调控 作 


198 “用 。 体 外 的 乳腺 组 织 培养 证 实 ,与 STATS 的 结合 对 于 激素 诱导 的 酪 蛋白 基因 表达 是 必需 的 9。 
199 ”高 浓度 或 生理 范围 的 催乳 素 、 生 长 激素 或 胰岛 素 样 生长 因子 AGP 均 能 提高 体外 培养 的 奶 


200 ”牛乳 腺 组 织 的 STATS-DNA 结合 活性 [9。 


201 PRLR 激活 的 JAK2-STATS 途径 能 促进 乳腺 上 皮 细 胞 分 化 及 乳 蛋 白 基 因 表 达 , 而 STATS 


200 ”能 激活 AKT 在 乳腺 中 特异 表达 。mTOR 信号 通路 上 游 受 到 AKT 磷酸 化 的 正 调节 ， 下 游 可 促 


203 XÈ S6K1 和 4EBP1 的 磷酸 化 ， 调 节 翻 译 起 始 ， 这 2 条 下 游 通 路 是 2 条 平行 的 信号 通路 ， 分 


204 ” 别 控 制 特 定 亚 基 的 mRNA 翻译 过 程 。AKT 调节 脂肪 合成 主要 是 通过 促进 细胞 内 SREBP-1 


205 ”通路 信号 转 导 过 程 ， 并 进一步 促进 SREBP-1 HE ACC. FAS. FABP 等 的 表达 B0。 本 试验 


206 ”结果 表明 , 与 对 照 组 相 比 ，100 ng/mL 催乳 素 组 促进 了 JAK-STAT 及 mTOR 信和 号 通路 中 各 正 


207 ”向 调节 基因 的 表达 量 ， 这 与 前 人 研究 结果 一 致 ， 也 进一步 证 实 了 ,在 本 试验 条 件 下 催乳 素 在 


208 ”调节 JAK-STAT 信号 通路 的 同时 也 调节 着 mTOR 信号 通路 中 正 向 调节 基因 的 表达 ， 进 而 促 
209 ” 进 乳 脲 乳 蛋白 的 合成 , 但 是 高 浓度 的 催乳 素 可 能 对 奶牛 乳腺 乳 蛋 白 的 合成 不 利 。 随 处 理 浓 度 
210 A, mTOR 通路 中 基因 表达 量 下 降 的 原因 : 一 方面 可 能 是 由 于 基因 4EBP1 高 的 表达 量 为 
211 ”有 更 多 的 4EBP1 进入 磷酸 化 状态 商定 了 物质 基础 ， 另 一 方面 可 能 是 由 于 已 经 有 足够 的 促进 
212 “ 乳 和 蛋 白 基 因 表 达 的 4EBP1 进入 到 磷酸 化 状态 而 将 4EBP1 基因 富余 下 来 ， 可 用 于 进一步 促进 


215. 乳 蛋 白 相 关 基因 的 表达 ， 进 而 促进 乳 蛋白 的 合成 ， 这 与 整体 试验 结果 相 -一致 ， 其 机 理 有 待 进 


Ls 214 ”一 步 研究 。 


215 CSN1S1、CSN3 是 2 个 主要 酪 蛋白 的 基因 ，BMECs 这 2 个 基因 表达 水 平 与 乳 蛋 白 的 合 


216 ”成 有 很 强 的 相关 性 60。Boutinaud 等 B2 用 催乳 素 抑制 剂 处 理 奶牛 9 周 降 低 了 PRLR mRNA 表 
T 217 ” 达 水 平 ， 同 时 Qa- 乳 白 蛋 白 和 CSN3 基因 表达 量 也 随 之 降低 。Burgos 等 B31 通过 体外 培养 奶牛 乳 
N 218 ” 腺 腺 泡 证 实 了 营养 物质 和 激素 可 能 通过 mTOR 信和 号 通路 调控 乳 蛋 白 合 成 ， 发 现 单独 补充 糖 


219 ”皮质 激素 、 胰 岛 素 、 催 乳 素 能 显著 促进 MTOR 上 游 AKT 的 磷酸 化 。 众 乳 素 在 刺激 乳 蛋 白 的 


220 ”合成 和 进一步 提高 乳 蛋 白 合 成 的 同时 , 也 提高 了 mTOR 底 物 的 SGK1 和 4EBP1 磷酸 化 水 平 。 


CS O20. ”本 试验 结果 表明 ，300 ng/mL 催乳 素 组 CSN1S1 及 PRLR 表达 量 高 于 对 照 组 。 结 果 提 示 ， 俊 


:三 222 ART JAK-STATS 与 磷 酯 栈 肌 醇 -3 (PIB) /AKT/mTOR 信号 通路 诱导 体外 培养 BMECs 


223 ”和 乳 蛋白 合成 相关 基因 的 表达 ， 且 100~300 ng/mL 范围 内 作用 效果 较 好 。 


224 4 结 i$ 


225 催乳 素 对 乳脂 和 乳 和 蛋白 合成 的 调控 有 一 定 的 剂量 依赖 关系 , 低 浓度 时 随 着 催乳 素 浓度 的 


226 ”增加 呈正 向 调控 关系 ，100~300 ng/mL 的 浓度 作用 效果 最 好 ， 而 高 浓度 (1000 ng/mL) 的 催 
227 ” 乳 素 对 奶牛 乳腺 乳脂 和 乳 蛋 白 的 合成 有 一 定 抑制 作用 。 
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Effects of Prolactin on Gene Expressions Involved in Milk Fat and Milk Protein Synthesis in 
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Abstract: The aim of this study was to determine the effects of prolactin on gene expressions 
involved in milk fat and milk protein synthesis in bovine mammary epithelial cells (BMECs). 
mammary epithelial cells of Chinese Holstein cows were used, after purification culture, different 
concentrations [0 (control), 100, 300, 500 and 1 000 ng/mL] of prolactin were added in culture 
medium for a 24 h cultivation. Cell viability was detected by thiazoly blue tetrazolium bramide 
(MTT); triglyceride (TAG) content was measured by using TAG determination kit; gene 
expressions involved in milk fat and milk protein synthesis were measured by real-time 
quantitative (RT-qPCR). The results showed as follows: 1) 100 and 300 ng/mL prolactin 
significantly promoted the proliferation of BMECs compared with control and other experimental 
groups (P«0.05). 2) The content of TAG in BMECs and gene expressions of acetyl-CoA 
carboxylase (ACC), diacylgycerol acyltransferase (DGAT), fatty acid-binding protein 3 (FABP3) 
were significantly higher in 300 ng/mL prolactin group compared with those in control group 
(P«0.05), and gene expressions of stearoyl-coenzyme A desaturase (SCD) and peroxisome 
proliferator-activated receptor y (PPARGy) tended to be higher. 3) Compared with control group, 
100 and 300 ng/mL prolactin significantly upregulated gene expressions of mammalian target of 
rapamycin (mTOR), signal transducers and activators of transcription 5 (STATS) and prolactin 
receptor (PRLR) (P«0.05), and 300 ng/mL prolactin significantly upregulated aS1 casein (CSN1S) 
gene expression (P«0.05). In conclusion, 100 to 300 ng/mL prolactin is an optimal level 
considering its improvement effects on milk fat and milk protein synthesis. 

Key words: bovine mammary epithelial cells; prolactin; cell viability; triglyceride; genes related in 


milk fat and milk protein synthesis 
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